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® Apparell et procede de detection et de numeration de particules fluorescentes, portees par un support solide. 
@) La presente invention est relative a un appareil de (40) et le systeme de balayage (21, 31, 35). 



etectlon et de numeration de particules fluorescentes ou 
rendues fluorescentes, port6es par un support solide et a un 
procede de detection desdites particules, a I'aide dudit 
appareil. 

L'appareil de detection et de numeration de particules, 
presentes normalement, ou eventuellement contenues en tant 
que contaminants, dans un fluide liquide ou gazeux, ou dans un 
produit notamment alimentaire ou d'hygiene, par fluorimetrie, 
comprend une source lumineuse (10), des moyens de focalisa- 
tion (12) du faisceau issu de ladite source lumineuse et au 
moins un moyen de detection (40) de la lumiere fluorescente 
emise par les particules (60) presentes, et comprend en outre : 

- un support (50) approprie a la collecte des particules 
naturellement fluorescentes ou rendues fluorescentes a I'aide 
d'au moins un colorant approprie choisi dans le groupe qui 
comprend les colorants vitaux, fes colorants de viabilite positive 

et des substances fluorescentes portees par des anticorps _ r 
et/ou des sondes nucleiques, 

- des moyens de balayage (21 , 31 , 35) de la totalite de la surface ' 
du support a analyser, par ledit faisceau lumtneux, 

- et, un microprocesseur (45) de traitement pourvu d'au moins 
un moyen d'enregistrement et de comptage simultane des 
signaux electriques transmis par le/les dispositifs de detection 




FIG.Z 
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Description 

APPAREIL ET PROCEDE DE DETECTION ET DE NUMERATION DE PARTICULES FLUORESCENTES, PORTEES PAR 

UN SUPPORT SOUDE, 



La presente invention est relative a un apparei! de 
detection et de numeration de particules fluores- 5 
centes ou rendues fiuorescentes, portees par un 
support solide et a un procede de detection 
desdites particules, a I'aide dudit appareil. 

L'analyse qualitative et quantitative rapide de la 
presence de particules vivantes ou non vivantes 10 
aptes a etre rendues fiuorescentes (bacteries, 
levures, moisissures, parasites, pollen) ou naturelle- 
ment fiuorescentes (particules inorganiques, telles 
que famiante) dans des fiuides liquides ou gazeux, 
des produits alimentaires ou des produits d'hygiene 15 
ainsi que la surveillance d'un processus de fermen- 
tation, au cours de sa realisation s'averent tres 
utiles. Les methodes habitueliement utilisees dans le 
cas des particules vivantes sont basees sur la 
detection visuelie du developpement des micro-or- 20 
ganismes dans des milieux appropries, apres filtra- 
tion sur membrane, permettant de concentrer 
lesdites particules a detecter ; la membrane est 
ensuite deposee en gelose ; les particules eventuel- 
lement presentes se multliplient alors, les colonies 25 
en resultant devenant visibles dans un delai de 2 a 30 
jours. 

Cette methode a I'inconvenient d'etre longue a 
mettre en oeuvre, de comprendre plusieurs etapes, 
de ne pas permettre une numeration precise, et de 30 
ne pas identifier Tespece ou ie genre des particules 
presentes. De plus, cette methode ne permet pas de 
detecter des particules non vivantes (amiante) 
presentes notamment dans Pair. 

Compte-tenu des delais necessaires pour la 35 
detection de micro-organismes par la methode 
ci-dessus decrite, diverses methodes ont ete deve- 
loppees pour fournir une estimation rapide de la 
flore microbienne. Ces methodes sont generale- 
ment basees sur la mesure d'un parametre refletant 40 
revolution de la flore vivante presente (consomma- 
tion de sucres, liberation de CO2, augmentation de 
la turbidite, changement de I'impedance du milieu, 
liberation d'ATP, etc.). Ces methodes presentent ie 
desavantage majeur de fournir une valeur relative a 45 
une population standard. Ce standard n'est jamais 
connu dans les cas de contaminations. Ces me- 
thodes necessitent egalement une multiplication 
des germes contaminants pour obtenir un signal 
significant ce qui impose des delais importants pour 50 
Tobtention des resultats et ne permet pas la 
detection de petits nombres de micro-organismes. 
Le probleme se pose de fournir un procede et un 
appareil de detection de particules vivantes, permet- 
tant une detection directe, rapide, sensible, facile a 55 
mettre en oeuvre et peu couteuse desdites parti- 
cules dans un fluide ou un milieu donne, notamment 
liquide ou semi-liquide. 

De meme, le probleme se pose de fournir un 
procede et un appareil de detection de particules 60 
ncn vivantes ou inorganiques, permettant une' 
detection directe et rapide des agents polluants 
presents dans I'air, en particulier. 



En consequence, la presente invention s'est 
donne pour but de pourvoir a un appareil de 
detection de particules vivantes, mortes ou inorgani- 
ques, qui repond mieux aux besoins de la pratique, 
en permettant une detection et une numeration 
immediate desdites particules directement sur un 
support solide, sans avoir a effectuer notamment 
une mise en culture des particules vivantes portees 
par ce dernier. 

La presente invention a pour objet un appareil de 
detection et de numeration de particules, presentes 
normalement, ou eventuellement contenues en tant 
que contaminants, dans un fluide, liquide ou gazeux, 
ou dans un produit notamment alimentaire ou 
d'hygiene, par fluorimetrie, comprenant une source 
lumineuse, des moyens de focalisation du faisceau 
issue de ladite source lumineuse et au moins un 
moyen de detection de la lumiere fluorescente emise 
par les particules presentes, caracterise en ce qu'il 
comprend en outre : 

- un support approprie a la collecte des particules 
naturellement fiuorescentes ou rendues fiuores- 
centes a Taide d'au moins un colorant approprie 
choisi dans le groupe qui comprend les colorants 
vitaux, les colorants de viabilite positive et des 
substances fiuorescentes portees par des anticorps 
et/ou des sondes nucleiques, 

- des moyens de balayage de la totalite de la surface 
du support a analyser, par ledit faisceau lumineux, 

- et, un microprocesseur de traitement pourvu d'au 
moins un moyen d'enregistrement et de comptage 
simultane des signaux electriques transmis par 
le/les dispositifs de detection et le systeme de 
balayage. 

Selon une autre caracteristique de I'invention, 
I'appareil est egalement organise pour fournir la 
position et une estimation de la taiile de chaque 
particule detectee et/ou comptee. 

La connaissance de la position d'une particule 
donnee permet son identification par prelevement 
direct ou autre methode in situ. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit 
appareil, les moyens de balayage comprennent un 
premier miroir oscillant dont I'axe d 'oscillation est 
perpendiculaire a I'axe du faisceau lumineux, ledit 
premier miroir assurant le balayage rapide d'une 
ligne par ledit faisceau, et un second miroir dont 
I'axe est perpendiculaire a I'axe d'oscillation dudit 
premier miroir. 

Selon un aspect de I'invention, ledit second miroir 
est anime d'un mouvement de balayage lent syn- 
chronise avec le mouvement de balayage du premier 
miroir, Tincrement de deplacement de la tache 
lumineuse -produit par la rencontre du faisceau 
lumineux avec le support solide - sur le support 
solide, etant sensiblement de Tordre de grandeur du 
diametre de cette tache lumineuse, ledit second 
miroir assurant le balayage de la surface totale du 
support a analyser par ledit faisceau, en lignes 
successives. 
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Selon une disposition avantageuse de cet aspect 
de I'invention, les moyens de balayage comprennent 
en outre un troisieme miroir, dichroique, situe sur le 
trajet du faisceau reflechi par le second miroir et qui 
devie iedit faisceau vers le support a analyser. 

Un tel miroir dichroique laisse passer la/les 
Iumieres fluorescentes emises par les particules a 
detecter lesdites Iumieres fluorescentes etant alors 
captees par le/Ies moyens de detection. 

Selon une autre disposition avantageuse de cet 
aspect de ^invention, I'appareil comprend, de plus, 
en amont du/des moyens de detection de la lumiere 
fluorescente, au moins un autre miroir dichrofque, 
situe sur le trajet desdites Iumieres fluorescentes, 
qui divise lesdites Iumieres en leurs composantes. 

Selon un autre aspect de invention, Iedit second 
miroir est un miroir dichroique fixe et le balayage de 
la surface totale du support a analyser par le 
faisceau lumineux est assure par une platine portant 
Iedit support et animee d'un mouvement de transla- 
tion synchronise avec le mouvement de balayage du 
premier miroir, et dont le pas est sensiblement de 
I'ordre de grandeur du diametre de la tache 
lumineuse produite sur le support. 

Conformement a une realisation de I'invention ia 
source lumineuse est un faisceau laser. 

En variante, les moyens de balayage comprennent 
deux systemes acousto-optiques, Tun des syst ernes 
assurant le balayage par le faisceau lumineux, d'une 
ligne du support a analyser, le deuxieme systeme 
acousto-optique assurant le balayage de la surface 
totale dudit support, Iedit deuxieme systeme etant 
synchronise avec le premier systeme. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de 
cet appareil, le support est un support filtrant 
continu ou discontinu, notamment une membrane 
filtrante, d'une surface de I'ordre et de preference 
superieure a 1 cm 2 . 

Ledit support filtrant n'est pas, lui-meme, fluores- 
cent et la dimension des pores varie entre environ 
0,2 |im et 0,2 mm, selon le type de particules a 
retenir. 

Selon une autre mode de realisation avantageux 
dudit appareil, le support solide est un support non 
filtrant continu ou discontinu. 

Le dispositif de detection des signaux de fluores- 
cence emis par les particules marquees, comprend 
de maniere connue au moins un f litre optique, au 
moins un photomultiplicateur ou au moins un 
photodetecteur de conversion desdits signaux lumi- 
neux et d'acheminement des signaux electriques 
correspondants vers un microprocesseur de traite- 
ment et de comptage, lequel traitement fournit des 
traces. 

L'appareil selon I'invention est utilise aussi bien 
pour la detection et la numeration d'une seule sorte 
de particules marquees vivantes ou mortes, que de 
plusieurs sortes de particules marquees vivantes ou 
mortes ; dans une telle utilisation, les particules sont 
marquees par des colorants d f identification diffe- 
rents, de sorte que lesdites particules reemettent 
une lumiere fluorescente de longueur d'onde d'rffe- 
rente selon le colorant d'identification de depart. 

La presente invention a egalement pour objet un 
procede de detection et de numeration de particules 



presentes normalement, ou eventuellement conte- 
nues en tant que contaminants, dans tout milieu 
approprie notamment un fluide liquide ou gazeux ou 
dans un produit, notamment alimentaire ou d'hy- 

5 giene, caracterise en ce que ledit produit ou fluide 
est tout d'abord, au cours d'une premiere etape, mis 
au contact d'un support approprie a ia collecte 
desdites particules naturellement fluorescentes ou 
rendues fluorescentes a I'aide d'au moins un 

10 colorant approprie choisi dans le groupe qui com- 
prend les colorants vitaux, les colorants de viabilite 
positive et des substances fluorescentes portees 
par des anticorps et/ou des sondes nu cleiques, et 
en ce qu'au cours d'une deuxieme etape, on realise 

15 la detection et le comptage ou le denombrement 
precis a I'unite pres desdites particules par balayage 
de la surface du support qui porte lesdites parti- 
cules, par un faisceau lumineux, et enregistrement 
des signaux de fluorescence emis par lesdites 
20 particules. 

On entend par colorant de viabilite positive un 
colorant qui a la propriete de ne rendre fluores- 
centes que des particules vivantes. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du 
25 procede conforme a I'invention, les particules a 
analyser sont deposees, au cours de la premiere 
etape, sur un support filtrant continu ou discontinu 
d'une surface de I'ordre et de preference superieure 
a 1 cm 2 , notamment une membrane filtrante, par 

30 filtration de I'echantillon a analyser. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de 
mise en oeuvre, on procede d'abord a une solubili- 
sation de I'echantillon en vue de Tetape de filtration. 
Selon un autre mode de mise en oeuvre avanta- 

35 geux du procede conforme a I'invention, les parti- 
cules a analyser sont deposees, au cours de la 
premiere etape, sur un support solide non filtrant 
continu ou discontinu, notamment une lame du type 
de celles utilisees en microscopie optique. 

40 Selon un autre mode de mise en oeuvre avanta- 
geux, les particules sont rendues fluorescentes 
prealablement a leurs depot sur ledit support solide. 

Selon encore un mode de mise en oeuvre 
avantageux du procede conforme a I'invention, les 

45 particules sont rendues fluorescentes in situ, c'est- 
a-dire sur le support solide. 

Comme moyen de marquage desdites particules, 
I'invention prevoit de faire application du procede de 
marquage decrit dans la Demande de Brevet 

50 deposee au nom de la Demanderesse, concurre- 
ment a la presente Demande, pour au tant qu'il 
concerne le marquage de micro-organismes par un 
colorant de viabilite positive. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avanta- 

55 geux du procede conforme a Pinvention, les anti- 
corps sont choisis dans le groupe qui comprend les 
anticorps polyclonaux et/ou monoclonaux, mono ou 
polyspecifiques, anti-levures et/ou anti-bacteries 
et/ou anti-moisissures et/ou anti-parasites et/ou 

60 anti-virus et/ou anti-ceiiules animales et/ou anti-cel- 
lules vegetales et les anticorps polyclonaux et/ou 
monoclonaux, mono ou polygeneriques anti-levures 
et/ou anti-bacteries et/ou anti-moisissures et/ou 
anti-parasites et/ou anti-virus et/ou anti-cellules 

65 animales et/ou anti-cellules vegetales, notamment 
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anti-pollen. 

L'invention s'applique de maniere particuliere- 
ment avantageuse a la detection de particules 
comrne les cellules animates ou vegetales ou les 
micro-organismes, notamment les levures, les bac- 
teries, les moisissures, les parasites et les virus, 
ainsi que les particules inorganiques telles que 
I'amiante. 

Le marquage desdites particules a Faide de 
colorants a Favantage de permettre : 

- la detection et la numeration simultanee de 
particule de types differents et, 

- la differenciation des particules vivantes, mortes ou 
inorganiques. 

Outre les dispositions qui precedent, invention 
comprend encore d'autres dispositions, qui ressor- 
tiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mises en oeuvre du procede 
conforme a Finvention et a une description detaiHee 
de I'appareil de detection selon Finvention, avec 
reference aux dessins annexes, qui illustrent trois 
modes de realisation d'un appareil conforme a 
invention et dans lesquels : 

- la figure 1 represente schematiquement un 
mode de realisation d'un appareil de detection 
de parti cules marquees, conforme a F invention, 
et dont les moyens de balayage comprennent 
deux rniroirs oscillants ; 

- la figure 2 represente schematiquement un 
autre mode de realisation d'un appareil de 
detection de particules marquees, conforme a 
r invention, et dont les moyens de balayage 
comprennent deux rniroirs oscillants associes 
a au moins un miroir dichroique ; 

- la figure 3 represente schematiquement un 
autre mode de realisation de I'appareil de 
detection de particules marquees, conforme a 
F invention et dont les moyens de balayage 
comprennent un miroir oscillant, un miroir 
dichroique etune platine de translation ; 

- la figure 4 represente des traces obtenus avec 
le mode de realisation decrit dans la figure 1 , les 
particules etant des bilies de latex fluores- 
centes ; 

- les figures 5 et 6 represented des traces 
obtenus avec le mode de realisation selon la 
figure 2, les particules etant des levures 
colorees par un colorant de viabilite positive 
approprie. 

- la figure 7 represente les traces obtenus 
avec le mode de realisation selon la figure 2, les 
particules etant des bacteries colorees par un 
colorant approprie. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces 
dessins et les parties descriptives correspondantes 
ainsi que les exemples, sont donnes uniquement a 
titre d'illustration de Fobjet de Finvention, dont ils ne 
constituent en aucune maniere une limitation. 

Les appareils represents aux figures 1, 2 et 3 
sont destines a la detection et a la numeration de 
particules marquees, eventuellement presentes 
dans un fluide iiquide ou gazeux ou un produit. 

La figure 1 represente un appareil de detection de 
particules vivantes, mortes ou inorganiques, 
conforme a Finvention et dont les moyens de 



balayage comprennent deux rniroirs oscillants. 

Cet appareil comprend une source lumineuse 10, 
delivrant un faisceau lumineux 11, focalise au moyen 
d'une lentille 12, des moyens de balayage compre- 
5 nant un premier miroir 21 oscillant, et dont Faxe 
d'oscillation 22 est perpendiculaire a Faxe du 
faisceau lumineux, Foscillation dudit premier miroir 
21 etant assuree par un element moteur 23, realise 
par exemple, mais non limitativement, sous la forme 
10 d'un galvanometre ; un deuxieme miroir 31, dont 
Faxe de rotation 32 est perpendiculaire a Faxe 
d'oscillation dudit premier miroir 21, ledit second 
miroir 31 etant anime d'un mouvement angulaire par 
increments au moyen d'un element moteur 33, ledit 
15 mouvement etant synchronise avec le mouvement 
de balayage du premier miroir 21. 

La combinaison des rniroirs 21, 31 permet le 
balayage ligne par ligne de la surface totale du 
support solide 50 a analyser, par le faisceau 
20 lumineux 11. 

Le support 50 est, dans la realisation representee, 
une membrane filtrante qui retient, en fonction de la 
dimension de ses pores, les particules 60 presentes 
dans le fluide ou produit, prealablement traite de 
25 maniere appropriee et f iltre sur ledit support 50. 

Les particules 60 qui peuvent etre detectees et 
comptees sur la membrane filtrante peuvent etre 
des cellules animates, des cellules vegetales, notam- 
ment du pollen, des micro-organismes notamment 
30 des levures, des bacteries, des moisissures, des 
parasites ou des virus, ou des particules inorgani- 
ques telles que de Famiante. 

Ces particules sont avantageusement marquees 
in situ, sur la membrane filtrante, au moyen d'un 
35 colorant vital et/ou de viabilite et/ou un anticorps 
rendu fluorescent approprie et/ou une sonde nuclei- 
que rendue fluorescente appropriee, ledit marquage 
permettant la detection et la numeration simultanee 
de particules de types differents, leur viabilite etant 
40 egalement evaluee par ledit marquage, lesdites 
particules reemettant de la lumiere fluorescente 
visible a des longueurs d'ondes differentes, en 
fonction du colorant et/ou de Fanticorps et/ou de la 
sonde nucleique marques, utilises. 
45 Les signaux de fluorescences emis par les 
particules sont alors detectes au moyen d'un/de 
detecteurs de fluorescence 40, qui peuvent etre 
notamment des photomultiplicateurs ou des photo- 
diodes, convertissant les signaux lumineux en 
SO impulsions electriques dont le traitement par un 
microprocesseur 45 foumit le comptage recherche. 

Un filtre optique 39 permet de selectionner la 
gamme de longueurs d'ondes adequates. 

Le microprocesseur de traitement 45 est en outre 
55 pourvu de moyens d'enregistrement simultane des 
signaux electriques transmis par le dispositif de 
detection 40 et par le systeme de balayage 21 ,31 , de 
sorte que I'appareil fournit, outre le comptage 
souhaite, la position de chaque particule sur le 
60 support, permettant par exemple, son prelevement. 
De bons resultats ont ete obtenus lorsque la 
lentille 12 a une distance focale de 70 mm et est 
placee a 10 cm de la source lumineuse 10 represen- 
tee par un laser, d'une longueur d'onde de 488 nm et 
65 dont le faisceau lumineux 1 1 a un diametre initial de 
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660 um, de maniere a obtenir une tache lumineuse 
13 d'un diametre d'environ 20 u.m sur le support 50. 

La frequence d'oscillation du miroir 21 est de 5 
Hertz, obtenue au moyen d'un deflecteur galvano- 
metrique 23. 

L'increment obtenu grace au miroir 31 est sensi- 
blement de I'ordre de grandeur du diametre de la 
tache lumineuse 13. 

Le support 50 est dans la realisation representee, 
une membrane filtrante d'un diametre de 47 mm et 
dont un carre de cote X = 30 mm est explore. 

La distance d entre la lentille 12 et le premier 
miroir oscillant 21 est de 10 mm ; la distance D entre 
les deux miroirs oscillants est de 10 mm ; la distance 
L entre le deuxieme miroir oscillant 31 et le filtre 50 
portant les particules 60 est de 50 mm. 

Le photomultiplicateur 40 se trouve a 50 mm du 
support 50 : un filtre optique 39 est interpose entre 
le support 50 et le photomuitiplicateur 40. 

L'amplitude aR du premier miroir oscillant est de 

± m. 

L+D 

Le debattement du deuxieme miroir est de 
aL = ± XZ2- 
L 

On se refere maintenant a la figure 2 qui 
represente un appareil de detection de particules 
vivantes, mortes ou inorganiques, conforme a 
i'invention et dont les moyens de balayage compre- 
nent deux miroirs oscillants associes a au moins un 
miroir dichroique. 

Cet appareil comprend une source lumineuse 10, 
qui produit un faisceau lumineux 11, focalise au 
moyen d'une lentille 12, des moyens de balayage 
comprenant : 

. un premier miroir oscillant 21, et dont I'axe 
d'oscillation 22 est perpendiculaire a I'axe du 
faisceau lumineux, I'osciHation dudit premier miroir 
21 , etant assuree par un element moteur 23 ; 
. un deuxieme miroir 31, dont I'axe de rotation 32 est 
perpendiculaire a I'axe d'oscillation dudit premier 
miroir 21, ledit second miroir etant anime d'un 
mouvement angulaire par increments au moyen d'un 
element moteur 33, ledit mouvement etant synchro- 
nise avec le mouvement de balayage du premier 
miroir 21 ; 

. un troisieme miroir dichroique 35 qui report le 
faisceau lumineux reflechi par ie miroir 31 et qui le 
renvoie sur le support 50. La combinaison des 
miroirs 21, 31, 35 permet le balayage ligne par ligne 
de ia surface totale du support solide 50 a analyser, 
par ie faisceau 11. 

Le fluide est traite et les particules sont marquees 
comme specifie ci-dessus en reference a la figure 1 . 

Les signaux de fluorescence emis par les parti- 
cules 60 sont alors detectes, au moyen des 
detecteurs de fluorescence 40, qui peuvent etre 
notamment des photomultiplicateurs ou des photo- 
diodes convertissant les signaux lumineux en impul- 
sions- electriques, associes dans la realisation 
representee, au miroir dichroique 36 qui divise la 
lumiere fluorescente en ces composantes de diffe- 
rentes longueurs d'onde, la fluorescence de plus 



grande longueur d'onde etant reflechie par un miroir 
37. Les filtres optiques 39 permettent de selection- 
ner la gamme de longueur d'ondes adequates. 
Les moyens de detection 40 sont associes a des 
5 discriminateurs 41 et le traitement numerique des 
donnees est realise a I'aide du microprocesseur de 
traitement 45 qui fournit le comptage recherche. Le 
microprocesseur de traitement 45 est, en outre, 
pourvu de moyens d'enregistrement simultane des 
10 signaux electriques transmis par les dispositifs de 
detection 40 et par le systeme de balayage 21, 31, 
35, de sorte que I'appareil fournit, outre le comptage 
souhaite, la position de chaque particule sur le 
support, permettant par exempte son prelevement. 
15 On se refere maintenant a la figure 3 qui 
represente un appareil de detection de particules 
vivantes, mortes ou inorganiques, conforme a 
Tinvention, et dont les moyens de balayage com- 
prennent un miroir oscillant et un miroir dichroique. 
20 Cet appareil comprend une source lumineuse 10, 
identique a celle de I'appareil represente sur la figure 
1, ladite source etant situee selon un axe parallele au 
" support 50 ; dans ce mode de realisation, les 
moyens de balayage comprennent un miroir oscillant 
25 21 du meme type que celui decrit dans la figure 1 , un 
miroir dichroique fixe 35, reflechissant totalement la 
lumiere a une certaine Ion gueur d'onde mais 
laissant passer au travers une lumiere de longueur 
d'onde plus elevee telle que de la lumiere fluores- 
ce cente. 

Le balayage de la surface totale du support 50 a 
analyser par le faisceau lumineux 1 1 , est dans cette 
realisation, assure par une platine 51 portant ledit 
support 50, animee d'un mouvement de translation 

35 synchronise avec le mouvement de balayage du 
miroir 21, et dont le pas est sensiblement de I'ordre 
de grandeur du diametre de la tache lumineuse 13. 

Lafocalisation du faisceau 11 est assuree par une 
lentille semi-cylindrique 36 dont la longueur est au 

40 moins egale a ia longueur de ia ligne a balayer sur ie 
support 50. 

Ledit mouvement de translation est assure au 
moyen d'un moteur pas a pas 52. 

Le support 50 est, dans la realisation representee 
45 mais non exclusivement, une membrane filtrante. 

Le produit ou fluide a analyser est traite, filtre et 
marque comme decrit en reference a la figure 1 . 

Ainsi, le faisceau lumineux 11 balaie toute la 
surface inscrite dans le support a analyser, definie 
50 par la platine. 

Les particules 60 marquees reemettent de la 
lumiere fluorescente, qui est detectee au moyen du 
photomultiplicateur 40, apres passage par le filtre 
39, ledit photomultiplicateur convertissant les si- 
55 gnaux lumineux en impulsions electriques ; les 
signaux electriques sont ensuite enregistres et 
traites pour caracteriser et compter les particules 60 
presehtes. 

L'installation selon la figure 1 a permis I'enregis- 
60 trement de traces representes a ia figure 4. 

La figure 4 represente le trace obtenu pour des 
billes de latex fluorescentes de 2,13 urn dans un 
diagramme ou I'axe des abscisses correspond aux 
distances sur ie filtre en mm et I'axe des ordonnees 
65 aux differences de po tentiei en volts proportion- 



5 



EP 0 333 561 A1 



10 



nelles a Pintensite de lumiere emise par les parti- 
cules. 

Les figures 5 et 6 represented la detection de 
ievures vivantes (Saccharomyces cerevitiae) colo- 
rees a Paide d'un colorant de viabilite approprie. 5 

L'installation selon la figure 2 a permis Penregis- 
trement de traces representes aux figures 5 et 6. 

Les Ievures vivantes provenant d'une culture pure 
sont deposees sur une membrane par filtration. 
Apres un lavage rapide, une solution du colorant de 10 
viabilite appropriee a 45° C est mise en contact 
pendant 5 mn puis le colorant est elimine par 
filtration, la membrane est lavee et ensuite montee 
dans Pappareil de detection conforme k invention. 

Dans la figure 5, on detecte 4 cellules ; dans la 15 
figure 6, la concentration en Ievures est plus elevee. 

La figure 7 represente la detection de bacteries 
vivantes {Lactobacillus brevis), colorees a Paide d'un 
colorant de viabilite approprie. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 20 
invention ne se limite nuilement a ceux de ces 
modes de mises en oeuvre, de realisation et 
duplication qui viennent d'etre decrits de facon 
plus explicite ; elie en embrasse au contraire toutes 
les variantes qui peuvent venir a Pesprit du techni- 25 
cien en la matiere, sans s'ecarter du cadre, ni de la 
portee de la presente invention. 



Revendications 30 

1°) Appareil de detection et de numeration 
de particules, presentes normalement, ou even- 
tuellement contenues en tant que contami- 
nants, dans un fluide liquide ou gazeux, ou dans 35 
un produit notamment alimentaire ou d'hygiene, 
par fluorimetrie, comprenant une source lumi- 
neuse (10), des moyens de focalisation (12) du 
faisceau issu de ladite source lumineuse et au 
moins un moyen de detection (40) de la lumiere 40 
fluorescente emise par les particules (60) 
presentes, caracterise en ce qu'N comprend en 
outre : 

- un support (50) approprie a la collecte des 
particules naturellement fluorescentes ou ren- ■ 45 
dues fluorescentes a Paide d'au moins un 
colorant approprie choisi dans le groupe qui 
comprend les colorants vitaux, les colorants de 
viabilite positive et des substances fluores- 
centes portees par des anticorps et/ou des 50 
sondes nucleiques, 

- des moyens de balayage (21, 31, 35) de la 
totalite de la surface du support a analyser, par 
ledit faisceau lumineux, 

- et, un microprocesseur (45) de traitement 55 
pourvu d'au moins un moyen d'enregistrement 

et de comptage simuttane des signaux electri- 
ques transmis par le/les dispositifs de detec- 
tion (40) et le systeme de balayage (21, 31* 35). 

2° ) Appareil selon la revendication 1 , caracte- 60 
rise en ce qu'il est egalement organise pour 
foumir la position et une estimation de la taille 
de chaque particule detectee et/ou comptee. 

3°) Appareil selon ia revendication 1 ou la 
revendication 2, caracterise en ce que les 65 



moyens de balayage comprennent un premier 
miroir oscillant (21) dont Paxe d'oscillation (22) 
est perpendiculaire a Paxe du faisceau lumineux 
(11), ledit premier miroir assurant le balayage 
rapide d'une ligne par ledit faisceau, et un 
second miroir (31) dont Paxe (32) est perpendi- 
culaire a Paxe d'oscillation dudit premier miroir. 

4°) Appareil selon Pune quelconque des 
revendications 1 & 3, caracterise en ce que ledit 
second miroir (31) est anime d'un mouvement 
de balayage lent synchronise avec le mouve- 
ment de balayage du premier miroir, Pincrement 
du deplacement de ia tache lumineuse (13) 
-produite par la rencontre du faisceau lumineux 
(11) avec le support solide (50) - sur le support 
solide, etant sensiblement de Pordre de gran- 
deur du diametre de cette tache lumineuse, 
ledit second miroir assurant le balayage de la 
surface totale du support a analyser par ledit 
faisceau, en lignes successives. 

5°) Appareil selon Pune quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que les 
moyens de balayage comprennent en outre un 
troisieme miroir, dichroTque (35), situe sur le 
trajet du faisceau reflechi par le second miroir 
(31) et qui devie ledit faisceau vers le support 
(50) a analyser. 

6°) Appareil selon Pune quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'il 
comprend de plus, en amont du/des moyens de 
detection (40) de ta lumiere fluorescente, au 
moins un autre miroir dichroTque (36), situe sur 
le trajet desdites lumieres fluorescentes, qui 
divise lesdites lumieres en leurs composantes. 

7°) Appareil selon Pune quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que ledit 
second miroir (35) est un miroir dichroTque fixe, 
le balayage de la surface totale du support (50) 
a analyser par le faisceau lumineux (11) etant 
assure par une platine de translation (51) 
portant ledit support, animee d'un mouvement 
de translation synchronise avec le mouvement 
de balayage du premier miroir (21). et dont le 
pas est sensiblement de Pordre de grandeur du 
diametre de la tache lumineuse (13). 

8°) Appareil selon Pune quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce que la 
source lumineuse (10) est un faisceau laser. 

9°) Appareil selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caracterise en ce que les 
moyens de balayage comprennent deux sys- 
temes acousto-optiques, Pun des systemes 
assurant le balayage par le faisceau lumineux, 
d'une ligne du support a analyser, le deuxieme 
systeme acousto-optique assurant le balayage 
de ia surface totale dudit support, ledit deu- 
xieme systeme etant synchronise avec le 
premier systeme. 

10°) Appareil selon Pune quelconque des 
revendications 1 a 9, caracterise en ce que le 
support (50) est un support filtrant, continu ou 
discontinu, notamment une membrane filtrante 
d'une surface de Pordre et de preference 
superieure a 1 cm 2 . 

11°) Appareil selon Pune quelconque des 
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revendication 1 a 9, caracterise en que le 
support (50) solide est un support non filtrant 
continu ou discontinu. 

12°) Procede de detection et de numeration 
de particules presentes normalement, ou even- 5 
tuellement contenues en tant que contami- 
nants, dans tout milieu approprie notamment un 
fluide liquide ou gazeux ou dans un produit, 
notamment alimentaire ou d'hygiene, caracte- 
rise en ce que ledit produit ou fluide est tout 10 
d'abord, au cours d'une premiere etape, mis au 
contact d'un support approprie a la coliecte 
desdites particules naturellement fluorescentes 
ou rendues fluorescentes a I'aide d'au moins un 
colorant approprie choisi dans le groupe qui 15 
comprend les colorants vitaux, les colorants de 
viabilite positive et des substances fluores- 
centes portees par des anticorps et/ou des 
sondes nucleiques, et en ce qu'au cours d'une 
deuxieme etape, on realise la detection et le 20 
comptage ou le denombrement precis a 1'unite 
pres desdites particules par balayage de la 
surface du support qui porte lesdites parti 
cules, par un faisceau lumineux, et enregistre- 
ment des signaux de fluorescence emis par 25 
lesdites particules. 

13°) Procede selon la revendication 12, 
caracterise en ce que les particules a analyser 
sont deposees, au cours de la premiere etape, 
sur un support filtrant continu ou discontinu 30 
d'une surface superieure a 1 cm 2 , notamment 
une membrane filtrante, par filtration de I'echan-. 
tillon a analyser. 




14°) Procede selon la revendication 12 ou la 
revendication 13, caracterise en ce que Ton 
procede d'abord a une solubilisation de Te- 
chantillon, en vue de I'etape de filtration. 

15°) Procede selon la revendication 12, 
caracterise en ce que les particules a analyser 
sont deposees, au cours de la premiere etape, 
sur un support solide non filtrant continu ou 
discontinu, notamment une lame du type de 
celies utilisees en microscopie optique. 

16°) Procede selon Tune quelconque des 
reyendications 12 a 15, caracterise en ce que 
les particules sont rendues fluorescentes prea- 
lablement a leur depot sur ledit support solide. 

17°) Procede selon Tune quelconque des 
revendications 12 a 15, caracterise en ce que 
les particules sont rendues fluorescentes in 
situ, c'est-a-dire sur le support solide. 

18°) Procede selon Tune quelconque des 
revendications 12 a 17, caracterise en ce que 
les anticorps sont choisis dans le groupe qui 
comprend les anticorps polyclonaux et/ou 
monoclonaux, mono or polyspecifiques, anti-le- 
vures et/ou anti-bacteries et/ou anti-moisis- 
sures et/ou anti-parasites et/ou anti-virus et/ou 
anti-cellules animales et/ou anti-cellules vege- 
tates et les anticorps polyclonaux et/ou mono- 
clonaux, mono ou polygeneriques anti-levures 
et/ou anti-bacteries et/ou anti-moisissures et/ 
ou anti-parasites et/ou anti-virus et/ou anti-cel- 
lules animales et/ou anti-cellules vegetales, 
notamment anti-pollen. 
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